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Ⅰ 
摘 要 
帕金森氏病（Parkinson’s Disease，PD）是一种中老年人常见的慢性进行性
神经系统退行性疾病，其主要病理变化是黑质致密部多巴胺能神经元进行性死亡、
残存神经元多巴胺合成能力降低，从而导致锥体外系运动调节功能减弱。目前关
于帕金森氏病的发病机制研究涉及到遗传易感、环境毒素、老化、凋亡等很多方
面，其中Ⅱ型囊泡单胺转运体（VMAT2）在储存传递单胺类神经递质、清除神
经毒性物质入囊泡等方面的功能在帕金森氏病发病机制中起到了关键的作用。
Appoptosin，又名 SLC25A38，是一个与 APP/AICD 有相互作用的定位于线粒体
内膜的转运蛋白，在 caspase的依赖性细胞凋亡中发挥重要作用，通过影响 heme
的合成以增加细胞内氧自由基是其导致细胞凋亡的可能机制，在大脑缺血中风的
鼠模型和Aβ/glutamate等神经毒性物质刺激时，appoptosin表达水平都显著升高。
为进一步探讨 appoptosin 的病理生理作用，我们在本论文中对 appoptosin 的促
凋亡及其在帕金森氏病中的作用进行了实验研究。 
我们发现，在 SH-SY5Y 细胞和小鼠皮层原代神经元中过表达 appoptosin 时细
胞死亡增多，而 appoptosin 敲除鼠杂交后得到的纯合敲除鼠不能存活，因体内缺
乏 heme 表现为颜色发白。当用鱼藤酮处理 SH-SY5Y 细胞和小鼠中脑原代神经元
时，发现细胞内 appoptosin 的 mRNA 水平和蛋白水平均升高，这提示我们
appoptosin 可能是帕金森病的一个危险因素。通过微阵列芯片分析，我们发现了
一个受 appoptosin 调控的基因，EphB4，在 N2a 细胞和小鼠皮层原代神经元中转
入过表达和干扰 appoptosin 表达的质粒后，EphB4 的 mRNA 水平和蛋白水平都是
受 appoptosin 正向调控的，但是它在鱼藤酮的作用下并没有明显变化，提示
appoptosin 对 EphB4 的正向调控并不在帕金森病细胞模型中发挥作用。我们继续
利用微阵列芯片技术筛选 appoptosin 影响的基因，得到了一个已知在帕金森病中
有明确作用的基因，VMAT2，当我们在 SH-SY5Y 细胞和小鼠中脑原代神经元中分
别过表达和干扰 appoptosin 的表达时，VMAT2 的 mRNA 水平和蛋白水平均出现
了反向的变化，即 appoptosin 对帕金森病保护蛋白 VMAT2 有负向调控作用，在
进一步的研究中，我们发现在帕金森病细胞模型中，appoptosin 对 VMAT2 的下
调作用更大，且凋亡标记物 c-PARP 表达更多，这提示我们 appoptosin 很有可能
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Ⅱ 
通过下调 VMAT2 从而对帕金森病造成危险。 
综上所述，我们进一步补充了 appoptosin 在促进细胞凋亡方面的研究，并初
步证明了 appoptosin 在帕金森病中的作用，对 appoptosin 的病理生理功能以及
appoptosin 在神经退行性疾病中的作用有了更深一步的了解。 
关键词：appoptosin；凋亡；帕金森氏病 
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Abstract 
Parkinson’s disease(PD) is a chronic progressive neurodegenerative disease that 
is commonly seen in middle aged and elderly people. The main pathological changes 
of PD are the progressive death of dopaminergic neurons in substantia nigra pars 
compacta, and the dopamine synthesis capability decrease in epibiotic neurons, which 
results in movement regulating function of extrapyramidal tract weaken. Now there 
are a lot of researches about pathogenesis of PD involves genetic susceptibility, 
environmental toxins, aging, apoptosis and so on. Among them, the function of 
vesicular monoamine transporter 2(VMAT2) in storing and transmitting monoamine 
neurotransmitters and clearing and packaging neurotoxic materials plays a key role in 
pathogenesis of PD. Appoptosin/SLC25A38 is a transport protein located on 
mitochondrial inner membrane, which has a interaction wih APP/AICD. Appoptosin 
plays an important role in cell apoptosis that depends on caspase by affecting 
synthesis of heme and increasing oxygen radical in cells. And the expression level of 
appoptosin elevates remarkablely in the rat model of ischemic apoplexy and 
stimulating by Aβ/glutamate. In order to probe the patho-physiological function of 
appoptosin further, we made experiments to explore the role of appoptosin in 
apoptosis and relationship with PD. 
We found that cell death was increased when SH-SY5Y cells and primary 
neurons were over-expressed appoptosin. And the homozygous fetal mice of 
appoptosin gene knockout mice were white and couldn’t survive because of lack of 
heme. We found that the mRNA and protein level of appoptosin were increased when 
SH-SY5Y cells and primary neurons were treated with rotenone, which reminded us 
that appoptosin might be a risk factor of PD. Using microarray, we found a gene, 
EphB4, whose mRNA and protein level were regulated positively by appoptosin, but 
there was no obvious change in EphB4 under the action of rotenone, which explained 
that the positive regulation of appoptosin to EphB4 didn’t work in the cell model of 
PD. And we used microarray to screen genes again and we found appoptosin had a 
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negative effect on mRNA and protein level of VMAT2. When SH-SY5Y cells were 
over-expressed appoptosin and treated with rotenone simultaneously, we found that 
the negative regulation of appoptosin to VMAT2 was increased and the expression 
level of c-PARP, an apoptosis marker, was increased. This reminded us that 
appoptosin was dangerous to PD by its down regulation to VMAT2. 
In conclusion, we supplemented the research about apoptosis-promoting effect of 
appoptosin and found its role in PD. 
Key Words: appoptosin; apoptosis; Parkinson’s disease 
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缩略词对照表 
英文缩写 英文全名 中文名称 
PD 
SLC25A3
8 
Parkinson’s disease 
solute carrier family 25, member 38 
帕金森氏病 
无 
VMAT2 
Eph 
MPTP 
ATP 
MAO-B 
DAT 
δ-ALA 
HO 
MC 
COMT 
RTK 
CSA 
ASK1 
PSP 
vesicular monoamine transporter 2 
erythropoietin-producing hepatocyte 
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 
adenosine triphosphate 
monoamine oxidase (MAO) type B 
dopamine transporter 
δ-Aminolevulinic Acid 
heme oxygenase 
Mitochondria Carrier 
catechol-O-methyltransferase 
receptor tyrosine kinase 
Congenital Sideroblastic Anemia 
apoptosis signal-regulating kinase 1 
Progressive Supranuclear Palsy 
Ⅱ型囊泡单胺转运体 
产生促红细胞生成素的肝细胞 
1-甲基-4-苯基-1,2,3,6-四氢吡啶 
腺苷三磷酸 
B 型单胺氧化酶 
多巴胺转运体 
δ-氨基乙酰丙酸 
血红素加氧酶 
线粒体转运蛋白 
儿茶酚胺氧位甲基转移酶 
酪氨酸蛋白激酶受体 
先天性铁幼粒细胞贫血症 
凋亡信号调节激酶 1 
进行性核上麻痹 
Aβ β-amyloid β-淀粉样蛋白 
APP β-amyloid precursor protein β-淀粉样蛋白前体蛋白 
APP CTF APP C-terminal fragment APP C 端片段 
NFT Neurofibrillar tangles 神经元纤维缠结 
NMDA N-methyl-D-aspartic acid receptor N-甲基-D-天冬氨酸 
NTF N-terminal fragment N 端片段 
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
siRNA Small interference RNA 小干扰 RNA 
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第一章 绪论 
1. 帕金森氏病 
1.1 帕金森氏病概述 
帕金森氏病（Parkinson’ disease，PD），又被称为震颤麻痹（shaking palsy，
paralysis agitans），是一种常见于中老年人的神经变性疾病，由英国医生 James 
Parkinson 于 1817 年首次对该病做了系统性的描述，并因此命名。PD 在临床上
主要表现为静止性震颤、运动迟缓、肌强直和姿势步态障碍等。据统计，就世界
范围内来说，全球 PD患者已达到 400万人以上，而其中有将近 200万患者在中
国，近 20年来中国 PD发病率至少增长了 20多倍[1]。 
目前，PD 多分布在 65 岁以上的老年人群中，且其发病率随着年龄的增加
而升高，约 1％－2％的 65 岁以上老年人都患有 PD，80 岁以上老年人的患病率
更是增加到 4％，PD 显然已成为威胁中老年人健康的“第三大杀手”。不仅如此，
PD 患者还越来越趋于年轻化，“青少年型帕金森病”患者占据总人数的 10%[2]。
由于 PD是一种慢性进展性疾病，无法治愈，多数患者在患病数年后逐渐丧失工
作能力，且发病后对其照料和治疗的费用巨大，因此引起了全球各学者的重视，
世界各国都在积极地研究 PD的病因、发病机制及治疗措施。 
1.2 帕金森氏病的发病机制 
基底节是一组大脑皮质下的灰质核团，由尾状核、壳核、丘脑底核、苍白
球、黑质组成，基底节通过大脑皮质-基底节-丘脑-大脑皮质环路之间的联系来完
成其对运动功能的调节，其中，黑质-纹状体多巴胺能通路的病变会导致基底节
输出增加，从而导致皮质运动功能受到过度抑制，这是 PD的病理学基础[3]。PD
患者的黑质多巴胺能神经元显著变性丢失，纹状体多巴胺递质浓度显著降低，从
而导致在功能上与多巴胺相互拮抗的乙酰胆碱递质系统相对亢进，最终导致 PD
患者肌张力增高、动作减少的临床症状[4]。 
关于 PD的病因及发病机制目前还不十分清楚，但普遍认为 PD并非单一因
素所致，而是多因素的交互作用。其中除了影响较广的遗传因素、环境因素、神
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经系统老化这三方面之外[5]，在基因突变、环境因素及衰老的共同作用下，通过
氧化应激、线粒体功能衰竭、细胞凋亡、蛋白酶体功能紊乱、钙稳态失衡、免疫
/炎症反应、兴奋性毒性等机制导致黑质多巴胺能神经元大量变性、丢失，也是
致 PD发病的重要因素[6]。 
第一，遗传因素：大多数 PD 患者为散发性，约 10%的 PD 患者有家族史，
为遗传性。通过对家族性 PD 相关基因的研究，迄今已经发现了 9 个基因和 13
个基因位点与 PD 的发病有关，分别被命名为 PARK1-13，在已知的 9个基因中，
α-synuclein 基因（PARK1/PARK4）[7]、UCH-L1 基因（PARK5）[8]、LRRK2 基
因（PARK8）[9]、GIGYF2 基因（PARK11）[10]和 Htra2/Omi 基因（PARK13）[11]
为常染色体显性遗传性 PD 致病基因；Parkin 基因（PARK2）[12]、PINK1 基因
（PARK6）[13]、DJ-1 基因（PARK7）[14]和 ATP13A2 基因（PARK9）[15]为常染
色体隐性遗传性 PD 致病基因。 
第二，环境因素：在 PD 的致病因素中，环境因素主要是指一种嗜神经毒
1-甲基-4-苯基-1、2、3、6-四氢吡啶（MPTP），它可以诱发人和其他灵长类动物
出现典型的帕金森综合症表现[16]。MPTP 在脑内经 B 型单胺氧化酶（MAO-B）
作用转变为强毒性的 1-甲基-4-苯基-吡啶离子（MPP+），后者被多巴胺转运体
（DAT）选择性地摄入黑质多巴胺能神经元内，抑制线粒体呼吸链复合物Ⅰ的活
性，使腺苷三磷酸（adenosine triphosphate，ATP）生成减少，并促进自由基的生
成和氧化应激反应，从而导致多巴胺能神经元的变性、丢失[17]。 
第三，神经系统老化：随着年龄的增长，黑质多巴胺能神经元逐渐出现退
行性变，多巴胺能神经元渐进性减少，但是衰老只是 PD的促发因素[18]。 
1.3 鱼藤酮及其在帕金森氏病中的作用 
在上面所说的 PD环境致病因素中，提到的环境因素主要指 MPTP，然而在
现实生活中接触到 MPTP 的人并不多，因此有学者提出环境中有些与该神经毒结
构类似的化学物质也可能会导致 PD，鱼藤酮便是其中之一[19]。 
鱼藤酮是一种细胞毒性化合物，它的主要作用是抑制细胞呼吸链的 NADH 
脱氢酶，使 NADH 不能被氧化为 NAD+，从而造成质子的传递障碍，减少 ATP
的合成，并可引发脂质过氧化和自由基的产生，最终的生化效应是抑制细胞对氧
的利用，造成内呼吸抑制性缺氧。在中枢神经系统中，多巴胺能神经元对鱼藤酮
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非常敏感，后者对多巴胺能神经元的损伤形式也表现地很多样，它既可以通过抑
制线粒体呼吸链，同时大量释放细胞色素 C 等凋亡刺激因子，激活 caspase-3 等
caspase 酶系，直接诱导神经元凋亡，也可以通过呼吸链受抑制导致的能量代谢
障碍，加强谷氨酸等兴奋性神经递质对多巴胺能神经元的损伤作用，还可以与
MPP
+作用类似，使纹状体释放的多巴胺异常升高，通过多巴胺的自身氧化机制，
造成对多巴胺能神经元的损伤[20]。因此，鱼藤酮成为导致 PD发病的潜在危险因
素，也成为近年来许多研究者建立稳定可靠的 PD 细胞模型最常用到的药物[21]。 
2. Appoptosin 
2.1 Appoptosin 的发现 
    阿尔茨海默症（Alzheimer’s disease，AD）又被称为老年痴呆症，是一种
发生在老年和老年前期的、以进行性认知功能障碍和行为损害为特征的中枢神经
系统退行性疾病。AD 的发病机制也至今未明，为大家公认的猜想假说之一是 β-
淀粉样蛋白（β-amyloid，Aβ）瀑布假说[22]，β-淀粉样蛋白是 AD 患者神经元外
沉积的老年斑的主要物质，该假说认为 Aβ 生成和清除的失衡是导致神经元变性
和痴呆发生的起始事件。Aβ 是按照淀粉源酶解途径由淀粉样前体蛋白（amyloid 
precursor protein，APP）先后经 β-分泌酶和 γ-分泌酶剪切后形成的，正是由于在
Aβ 的形成过程中， APP 会被不同分泌酶进行非正常的剪切与加工，导致 Aβ 在
大脑中过量聚集，才引发了下游一系列复杂的级联反应，最终导致 AD[23]。在
APP 的水解过程中，APP 经 γ-分泌酶剪切后还会有一个产物，称为 APP 胞内端
（APP intracellular domain, AICD），AICD 被释放到细胞质内，在调控细胞凋亡、
基因转录、个体发育和细胞骨架动力学等多种细胞活动中都发挥重要功能，并被
一些研究者认为其对 AD的病理发展比 Aβ 有更加直接的作用[24]。 
因此，Zhang H 等研究者利用酵母双杂交技术，以 AICD作为诱饵蛋白，从
人胎脑的 cDNA 文库中筛选出并鉴定了一些新的与 APP/AICD 有相互作用的蛋
白，其中一种蛋白在多种细胞中过表达后，都能引起细胞死亡，由于没有任何关
于其的研究报道，因此被命名为 appoptosin[25]。 
2.2 Appoptosin 的促凋亡作用 
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